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ジ活性化物質を用いた非特異的癌免疫療法や interleukin 2 (IL -2 )を用いた lymphokine-activated
killer (L A K) 療法が数多く試みられているが，当初期待された程の効果は得られていない。すなわ
ち， ヒト癌細胞の多くは活t性化マクロファージやLAK細胞に対し高い感受性を示さないと考えられる。
一方，マクロファージやLAK細胞は抗体依存性細胞傷害 (antibody-dependent cellular cytotoxicity, 
ADCC) の強力な， effector cell である O これらの effector cell に抵抗性の腫療に対してADCC は強
力な細胞傷害を発揮し得ることが実験的に確かめられているO 近年，種々の癌に対するモノクローナル






1. 細胞培養株:ヒト肺腺癌 (A549， PC 9 ), ヒト肺扇平上皮癌 (QG56) ， ヒト肺巨細胞癌 (Lu65 , 




(0 S -Lu99) , ヒト T細胞白血病細胞 (CEM) ， ヒト骨髄性白血病細胞 (H L60) , ヒト肺腺維
芽細胞 (OS-lF) ， ヒト神経芽細胞腫 (1 MR32, NB 1) , ヒト肺小細胞癌 (H69 ， N231, 
N857) および大阪大学医学部第三内科で樹立したヒト肺小細胞癌 (OS ーし OS-2 ， OS-
3) を使用した。
2. ハイブリドーマの作製 :OS-l を Freund's complete adjuvnat とともに BALB/c マウスの皮
下に投与し， 5 週および 6 週後にOS-l を再び皮下および腹腔にそれぞれ投与したO 最終免疫の
4 日後に牌臓を採取し， Forster らの方法に従いマウス骨髄腫 (P 3 -X63-Ag 8 -U 1) と融合
させ，ハイブリドーマを作製したo OS- l, H69 と結合し， OS-l を得た患者由来の肺腺維芽
細胞 (OS-lF) およびPC9 とは結合しない抗体を産生するハイブリドーマを enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) で選択した。得られたハイブリドーマを限界希釈法によって 2
回クローニングしたO
3. MoAb の精製:プリステンオイル処置 BALB/c マウスの腹腔にハイブリドーマを移植し，得られ
た腹水を33%飽和硫酸アンモニウムで塩析させ透析した後，イオン交換クロマトグラフィーおよび
ゲル炉過で抗体を精製した。
4. 免疫組織学染色:生検，剖検および手術により得られた試料から凍結切片を作製し， Vectastain 
Elite ABC キットを用いて切片の免疫染色を行ったO
5. ヒト肺小細胞癌関連抗原の精製:遠心分離法で細胞膜を回収し可溶化した後，ゲル?戸過および Mo
Ab を用いた affinity column で精製した。
6. SDS-PAGEおよび VVestern blotting: 培養細胞の粗細胞膜画分を SDS-PAGEで泳動
した後，ニトロセルロース膜に転写し MoAb で免疫染色した。また， affinity column で精製した
抗原を種々の酵素あるいは periodate で処理した後， SDS-PAGE にかけ VVestern blotting 
で抗原の安定性を検討した。
7. LAK細胞の誘導およびADC C: ヒト末梢血単核球にヒト recombinant IL - 2 を加え LAK細
胞を誘導した。 51Cr で標識された腫蕩細胞培養株を MoAb と混合し，洗浄した後LAK細胞を加
え 4 時間培養し上清中の放射活性より細胞傷害活性を算出したO
(成績)
肺小細胞癌 (OS~l ， OS-2 , OS-3 , H69 , N231, N857)，神経芽細胞腫 (1 MR32 , 
NB 1) と結合し，肺肩平上皮癌 (QG56)，肺腺癌 (A549， P C 9 )，肺巨細胞癌 (Lu65 ， Lu99) , 
T細胞白血病細胞 (CEM)，骨髄性白血病細胞 (HL60)，肺腺維芽細胞 (OS-lF) とは結合しな
いモノクローナル抗体(1 T K -2 : IgG l' κ) を得た。免疫組織化学染色において， 1 TK -2 は
肺癌のうち小細胞癌にのみ結合し，肺肩平上皮癌，腺癌および大細胞癌とは結合しなかったが，副腎髄
質や脳，脊髄とも結合した。 SDS-PAGE後の VVestern blotting では， この抗原の分子量は62 ，..，.，
66kDa であり，従来の報告 (25"""40kDa および124 ，..，.， 165kDa) とは異なっていた。また， この抗原性
は蛋白分解酵素，糖鎖分解酵素および periodate 処理で消失することから糖蛋白質であると考えられる。




ヒト肺小細胞癌関連抗原に対するモノクローナル抗体 CITK-2) を作製した。 ITK-2 は肺小
細胞癌に発現される癌関連抗原のうち neural crest 由来の組織抗原と交差する糖蛋白質を認識すると考




ヒト肺小細胞癌関連抗原に対するモノクローナル抗体 CITK-2) をマウスで作製した。この ITK-
2 を用いた免疫染色によって，肺小細胞癌の他に，神経芽細胞腫培養株，副腎，脳，脊髄，が染色され
たが，肺の腺癌，扇平上皮癌，大細胞癌および検査し得た他の正常組織は染色されなかった。 ITK-
2 の認識する抗原は発生学的に神経堤 Cneural crest) 由来の細胞に存在することが示唆された。すな
わち， 1 TK -2 はヒト肺小細胞癌の鑑別診断に有用であると期待できる o 1 TK -2 の認識する抗原
は VVestern blotting 法などから分子量62000-66000の糖蛋白質であることが示された。
ITK-2 は肺小細胞癌および神経芽細胞腫培養株に対して 1ym p hokine-acti v a tedkiler C L A K)
細胞を effector cell とする抗体依存性細胞障害 CADCC) を誘導した。すなわち， ADCC誘導可能
な抗腫蕩モノクローナル抗体を併用することにより， LAK療法の抗腫療効果はさらに増強される可能
性が示唆された。以上の成績より，本論文は医学博士の学位を授与するに値すると認められるO
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